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Zur Frage der Entstehung von Kynurensaure aus Tryptophan 
im Tierkérper ’). 
Von 


A. Ellinger und Z, Matsuoka. 


(Aus den pharmakologischen Instituten der Universititen Koénigsberg i. Pr. und 
Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1920.) 


1. Verhalten der Indolbrenztraubensdure im Tierkorper. 


In einer friiheren Mitteilung*) haben wir darauf hin- 
gewiesen, dafi der Weg, auf dem sich die Umwandlung von 
Tryptophan in Kynurenséure im Tierkérper vollzieht, noch 
der Aufklirung bedarf. Wir hatten versucht, hierzu dadurch 
beizutragen, daf} wir das Verhalten des von uns synthetisch dar- 
gestellten Pr-2-Methyltryptophans im Tierkérper priiften. Da 
aber die Bildung einer methylierten Kynurensiure ausblieb, so 
konnten diese Versuche die friiher erérterte Annahme der Ring- 
erweiterung nach Analogie der Bildung von £-Chlorchinolin 
durch Einwirkung von Chloroform und Kalilauge auf Indol nicht 
stiitzen. Diese Annahme war ohnedies hinfallig geworden 
durch den Nachweis, daf} die Kynurensiure die Carboxyl- 
gruppe nicht in $-, sondern in #-Stellung zum Stickstoff tragt, 
wie er inzwischen durch A. Homer®) erbracht worden ist. 

Kine Arbeit von Barger und Ewins‘*) aus dem 
Jahre 1917, die, wie Herr Barger mitteilte, ohne Kenntnis 


') Die experimentellen Untersuchungen waren bereits vor Ausbruch 
des Krieges abgeschlossen. Im theoretischen Teil ist die inzwischen er- 
schienene Literatur, soweit sie mir zuginglich war, beriicksichtigt. 


Ellinger. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 91, S. 45 (1914). 


3) Journ. of biolog. chemistry Bd. 17, S. 509 (1914). 
*) Biochemical Journ. Bd. 11, 8. 58 (1917). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CIX. 18 
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unserer Verdffentlichung ausgefiihrt wurde, brachte eine Be- 
stitigung unserer Erfahrungen iiber das Verhalten des Methy]- 
tryptophans im Tierkérper. 

Barger und Ewins diskutieren ebenso wie wir die zweite 
Méglichkeit der Chinolinringbildung aus dem Tryptophan unter 
Abspaltung des Pyrrolstickstoffes und Beteiligung des Amino- 
stickstoffs an der RingschlieSung nach dem Schema: 


NH, CH- COOH N  C-COOH 
CH ee eee 
: CH, : CH 
gets = ri . ria Y P 
HC/ jc | ae ee 
HC] jC |CcH ae CH 
a Ai a be” od 
C NH C 
H H 


Durch die Versuche mit Pr-2-Methyltryptophan lief} sich 
die Berechtigung der zweiten Annahme weder beweisen noch 
widerlegen. Dagegen konnte sie gepriift werden durch Ver- 
abreichung der Pr-2-Indolbrenztraubensiure, der das Amino- 
stickstoffatom in der Seitenkette fehlt. Wenn diese Ver- 
bindung, die nach der geltenden Anschauung als erstes Abbau- 
produkt des Tryptophans zu erwarten ist, Kynurensiéure im 
Organismus liefert, so ist die zur Diskussion gestellte Ent- 
stehungsweise zwar noch nicht endgiiltig widerlegt, — denn 
es kénnte eine Riickverwandlung der Brenztraubensiure in 
das Alanin [Embden’), Knoop?)] und sekundir die Chinolin- 
ringbildung in der fraglichen Weise erfolgen — aber sie wire 
dann doch recht wenig wahrscheinlich. 

Es gelang in der Tat aus dem Harn von Kaninchen, 
denen die von uns synthetisch dargestellte Indolbrenz- 
traubens&ure als Natriumsatz subkutan eingespritzt war, 
Kynurensi&ure zu gewinnen. 

Die Menge der isolierten Kynurensiure ist gering, si¢ 
betrigt im giinstigsten Falle nur knapp 12°/, bei einem Tiere, 


1) Biochem. Zeitschr. Bd. 29, S. 423 (1910) and Bd. 38, S. 393 u. 407 
(1912). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 67, S. 489 (1910) und Bd. 71, 8. 251 (1911). 
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J das nach Tryptophaninjektion mehr als die doppelte Menge 
; Kynurensiure ausschied. Aber es erscheint nicht gerecht- 
fertigt daraus zu schliefien, daf} der Weg zur Kynurensiure 
, nicht tiber die Ketosiure fiihre, zumal die angewandten Dosen 
; 2 bereits toxische Wirkung ausiibten. 
Angesichts unserer positiven Befunde diirfte das folgende 
Schema der Umwandlung von Tryptophan in Kynurenséure 
den beobachteten Tatsachen am besten gerecht werden. 


/ CCH, —CH-NH,—COOH /“ \ —_.C-CH,—CO—COOH 


a | dex > mi) jon 
Ns of ge ie ye eae 
NH NH 
a. 
/ \_ €O-CH,-CO- COOH /\/\ CH; 
am; | > (IV) | ‘CO-COOH 
\/ \NH-COOH a na, 
CO _ 0-08 
AS <& /\A~\N CH 
(Vv) | Fe - . @P ae 
| ©. COOH 'C.COOH 
i se SZ Ne \Z 
i 


Das Schema ihnelt in den ersten Stufen dem von Dakin’) 
unter der Annahme der 6-Stellung des Carboxyls in der 
Kynurensiiure diskutierten und ist weiterer experimenteller 
Priifung zuginglich, falls es gelingt, die o-Aminobenzoylbrenz- 
traubensiiure (IV) synthetisch darzustellen und ihre Umwand- 
lungsprodukte aus dem Harn zu isolieren. 


Experimenteller Teil. 


I. Darstellung der Indolbrenztraubensiure. 


Kondensation von Indolaldehyd mit Hippursaure, Essigsaure- 
anhydrid und Natriumacetat zum azetylierten Azlakton. 


10 g Indolaldehyd, 14 g wasserfreie Hippurséure und 
5,5 g frisch geschmolzenes Natriumazetat wurden gut mit- 


1) H. D. Dakin, Oxidations and reductions in the animal body 
S. 73 (1912). 
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einander verrieben, mit 25 ccm KEssigsiureanhydrid iibergossen 
und 1 Stunde lang im kochenden Wasserbade erhitzt. Die 
Mischung schmolz in 15 Minuten zu einer dunkelroten Fiiissig. 
keit zusammen und erstarrte allméhlich zu einer kristalli- 
sierten Masse. Diese wurde zunichst nach dem Erkalten mit 
Wasser gewaschen, dann mit Wasser wiederholt ausgekocht, 
bis das Waschwasser nicht mehr sauer reagierte. 

Das dunkelbraune Rohprodukt, das 19 g wog, wurde im 
Trockenschrank bei 90° C. getrocknet und ,aus siedendem 
Chloroform umkristallisiert. Es kristallisierte ohne Chloro- 
form in hellgelben rhombischen oder schiefrhombischen Tafeln 
oder Siéiulen und schmolz bei 205—206° C. 


0,1692 g Substanz, bei 105° C. getrocknet, gaben 0,4495 ¢ CO, und 
0,0686 H,O. 
0,1528 g Substanz, bei 105° C. getrocknet, gaben 11,6 ccm N bei 21° U. 
und 755 mm Druck. 


H 
C N 
ae JN 
HC/ = jc |c-cH ¢ «oR, Cop H, No Oy 
HC ic | (Mol.-Gew.: 330,1) 
ae | 
C N-—CO-.CH, CO—9O 
H 
Ber, C = 73,90 H = 4,27 N = 8,49 
Gef. C = 72,45 H = 4,54 nN = 6M 


Es war also bei dem langeren Krhitzen im Wasserbad nicht 
das Azlakton entstanden, wie es Ellinger und Flamand’) 
friiher beschrieben haben, sondern dessen Acetylprodukt. 


Spaltung des acetylierten Azlaktons zur Indolbrenztrauben- 
saure. 


4 g des acetylierten Azlaktons wurden in einem Halbliter- 
kolben mit 60 ccm 40°/,iger Natronlauge am Riickflufkiihler 
so lange erhitzt, bis eine einheitliche, gelbliche, klare Fliissig- 
keit entstanden und nur noch schwache Ammoniakentwicklung 
bemerkbar war; das Erhitzen dauerte 4—5 Stunden. 


1) Diese Zeitschr. Bd. 55 S. 16 (1908). 
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Nach Vollendung der Reaktion wurde der Kolben schnell 
mit Wasser abgekiihlt und der Inhalt in die 10fache Menge 
Wasser eingegossen. Bei kurzem Stehen schied sich ein ge- 
ringer nach Indol riechender Niederschlag aus, von dem ab- 
filtriert wurde; die klare Flissigkeit wurde mit Eis gut ge- 
kiihlt, mit verdiinnter Schwefelséiure angesdiuert und mehrmals 
mit Ather ausgeschiittelt. 


Der Ather wurde abdestilliert, der Atherriickstand im 
Luftstrom gut getrocknet, wiederholt mit Petroleumather aus- 
gekocht, um ihn von Benzoesiure zu befreien, und der stark 
dunkel gefiirbte trockene Riickstand wurde abermals mit Ather 
aufgenommen, wobei eine stark gefairbte Verunreinigung un- 
léslich zuriickblieb. Von der filtrierten atherischen Lésung 
wurde der Ather abdestilliert. Der Atherriickstand betrug 
2,2 g, das sind etwa 90°/, der theoretischen Menge. Die 
Saure kristallisiert aus Kisessig mit einem Molekiil Essigsiure. 
Bei der Wiederholung des Umkristallisierens verliert man 
erhebliche Mengen der Séure, und die Substanz ist nicht leicht 
farblos zu erhalten. Es ist zweckmabig, vor dem Umkristalli- 
sieren die Siiure nochmals in Ather zu lésen, von der in Ather 
unléslichen Verunreinigung zu befreien, und dann aus Eisessig 
umzukristallisieren. Die in dieser Weise gewonnene Siure 
ist etwas gelblich gefirbt, aber wenn die Siéure Essigsiure 
verliert, erscheint sie fast farblos. Die Kristallessigsiure geht 
im Vakuum iiber Schwefelsiure und Atzkali im Laufe eines 
Monats vollstiindig weg, bei 100° im Vakuum iiber Atzkali 
in 24 Stunden. 


I. 0,1865 g lufttrockene Substanz verlieren im Vakuum iiber Atzkali und 
bei Wasserdampftemperatur 0,0421 g Gewicht. 


II. 0,2108 g lufttrockene Substanz verlieren im Vakuum iiber Atzkali und 
bei Wasserdampftemperatur 0,0487 g Gewicht. 


Ill. 0,13886 g essigsiurefreie Siure: 0,3323 g CO, 0,0587 g H,O. 


IV. 0,1621g , . ,  0,38865 ¢g CO, 0,0653 g H,0. 
V.0,12528¢ , ‘ » 7,9 ccm N bei 22° u. 756 mm Hg. 
U,,H,NO,, C,H,O, Ber. C,H,O, 22,80 


(Mol.-Gew.: 263,1) Gef. C,H,O, (I) 22,63 (II) 23,10 
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CH 
Y ie 
HC; |G |C-CH,-CO.COOH 
HC) Je CH 
~, 
¢ NH 
H 
C,, H,NO, Ber. C = 65,00 H = 4,47 N = 6,90 
(Mol.-Gew.: 203,1) Gef. © = 65,89 (II) H == 4,75 (IID) 


, C= 65,16 (IV) H = 4,51 (IV) N = 7,07(V¥) 


Zur Identifizierung der synthetischen Siure mit der Keto- 
siure stellten wir eine para-Nitrophenylhydrazinverbindung dar. 


para-Nitrophenylhydrazinverbindung der Indolbrenztrauben- 
séiure. 


yrs _CH,-C-COOH 
| | | 


| 


| | N 
er ae 
NH 


NH-C,H,-NO, 


0,52 g Indolbrenztraubensaure mit 0,3 g para-Nitropheny!- 
hydrazin und wenig Kisessig wurden in einem kleinen Kolben 
auf freier Flamme kurze Zeit im Sieden gehalten, die dunkel- 
rote Reaktionsfliissigkeit wurde in ein kleines Becherglas ge- 
gossen; sie erstarrte iiber Nacht in der Kilte kristallinisch. 
Die Masse wurde auf Ton gestrichen und im Exsikkator ge- 
trocknet; die Ausbeute betrug 0,6 g. 

Das Rohprodukt wurde mit siedendem Benzol wiederholt 
ausgezogen. Aus der vereinigten Benzollésung schied sich 
eine gelbe kristallinische Substanz aus, das abfiltrierte Benzo! 
wurde mit Petrolither versetzt; der flockige gelbe Nieder- 
schlag wurde iiber Nacht ebenfalls kristallinisch. Die Gesamt- 
ausbeute an kristallinischer Substanz betrug 0,4 g. Die Sub- 
stanz kristallisiert in gelben Tafeln, die sich in Rosetten 
gruppieren, sie schmilzt bei 153—154°. 

0,1084 g Substanz im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
trocknet: 


N = 15,8 cem bei 20° u. 761 mm Druck 
C,,8,,8,0, Gef. N == 16,58 
(Mol.-Gew.: 338,1) Ber. N = 16,57. 
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Il. Verhalten der Indolbrenztraubensiure im Kaninchenorganismus. 


Einem Kaninchen von 2,5 kg Kérpergewicht, welches nur 
mit Hafer und Wasser gefiittert war, wurden zunichst 0,7 g 
Tryptophan als Na-Salz subkutan eingespritzt und aus dem 
Harn, der wihrend 24 Stunden nach der Injektion gesammelt 
war, wurden 0,1712 g (28°/,) Kynurensiéure gewonnen. Die 
Kynurensiurebestimmung wurde nach Jaffes Methode aus- 
gefiihrt; der Harn wurde auf dem Wasserbade zur Trockne 
eingedampft, mit Alkohol wiederholt ausgezogen, und die simt- 
lichen alkoholischen Ausziige wurden nach Absitzen iiber Nacht 
filtriert und eingedampft. 

Der Alkoholriickstand wurde mit wenig Wasser auf- 
genommen, mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und mit 
Ather iiberschichtet, die ausgeschiedene Kynurensiure wurde 
nach mehrtigigem Stehen auf ein gewogenes Filter gebracht, 
getrocknet und gewogen. 

Das Filtrat wurde weiter mit Ather erschépft und mit 
Phosphorwolframsiure versetzt; der Phosphorwolframsaure- 
niederschlag wurde mit Barytwasser gekocht und filtriert, 
das Filtrat durch Kohlensiure vom iiberschiissigen Baryum- 
hydroxyd befreit. Das ausgeschiedene Baryumcarbonat wurde 
nach halbstiindigem Kochen abfiltriert und das Filtrat auf ein 
ganz geringes Volumen auf dem Wasserbade eingedampft. 

Kynurensaure, die sich der Ausscheidung entzogen hatte, 
sollte bei dieser Behandlung sich als Bariumsalz ausscheiden. 
Aber der Riickstand der eingedampften Lésung ergab keine 
Kynurensiaurereaktion. 

Demselben Kaninchen wurden 5 Tage nach der Trypto- 
phaninjektion 0,5 g essigséurehaltiger Indolbrenztraubensiure 
2mal als Na-Salz im Laufe von 3 Stunden unter die Haut ge- 
spritzt. Aus dem wihrend 24 Stunden gesammelten Harn 
wurden 0,0824 (11,7°/,) Kynurensiure gewonnen, die Siure 
wurde in das charakteristische Bariumsalz iibergefiihrt. Der 
Alkoholriickstand aus dem Harn nach der Injektion der Indol- 
brenztraubensiure war zum gréften Teil eine in Wasser oder 
Ather unlésliche, in Alkohol leicht lésliche Substanz, die sich 
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beim Uberschichten mit Ather als harzige Masse zusammen- 
ballte und die Kynurensaéureausscheidung erschwerte. Es jst 
deshalb zweckmifiig, die in Wasser unldésliche Substanz vo, 
dem Ansiuern mit Schwefelsdéure abzufiltrieren. Die Kynuren- 
siure scheidet sich in einigen Tagen nach dem Ansauern voll- 
stindig ab. Die in Wasser unlésliche Substanz scheint ein 
anderes wahrscheinlich den Indolkern enthaltendes Stoffwechsel- 
produkt der Indolbrenztraubensiiure zu sein, dessen Reindar- 
stellung nicht gelang. 


Im Harn des Kaninchens war nach der Injektion iiher 
2 Wochen lang Eiweifi} nachweisbar. 


Nachdem das Tier nach 1 Monat sich vollkommen erholt 
hatte, wurden ihm 0,5 g der Indolbrenztraubensiure als Na- 
Salz 2mal im Laufe von 5 Stunden eingespritzt. Aus dem Harn 
wurden diesmal 0,06 g Kynurensiéure gewonnen. Die aus- 
geschiedene gefirbte Siure schied sich so einheitlich kristal- 
linisch und wenig gefarbt aus, da der Schmelzpunkt genommen 
wurde. Die Saure schmolz bei 267° C. 


Um vielleicht eine bessere Ausbeute an Kynurensaure zu 
erhalten, wurde einem zweiten Kaninchen von 3350 g 1 g 
essigsiurehaltige Indolbrenztraubensiure als Na-Salz auf ein- 
mal ohne vorherige Probeinjektion von Tryptophan eingespritzt. 
Aus dem Harn wurden indessen nur 0,014 g Kynurensiiure 
gewonnen. Der Harn enthielt reichlich Eiweif} und Zylinder. 
das Tier magerte stark ab und erholte sich erst im Laufe 
von 4 Wochen allmahlich. 


Kinem dritten Kaninchen (1600 g), welches nach Ein- 
spritzung. von 0,5 g Tryptophan nur 0,03 g (7°/,) Kynuren- 
siure im Harn ausschied, wurden eine Woche spater 0,5 g 
Indolbrenztraubensiure 2mal im Laufe von 3 Stunden unter 
die Haut gespritzt. Aus dem Harn, der wihrend 24 Stun- 
den gesammelt war, wurden nur 0,011 g Kynurensiure ge- 
wonnen. Der Harn war an den drei folgenden Tagen frei 
von Eiweif. 


In den beiden letzten Versuchen wurde nur so wenig 
Kynurensdéure gewonnen, daf zur Identifikation nur die Farb- 
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reaktionen nach Jaffe und nach Kretschy (Rotfarbung beim 
Erhitzen mit Essigséureanhydrid) benutzt wurde. 


Ubersicht iiber die Injektionsversuche. 








—_—<———— = ee 











Nr. des : 

Dat. | Versuchs-| Gewicht} Eingespritzt Ausgeschiedene Bemer- 

ren Kynurensiiure | kungen 
1/7. I, 2500 g 10,7 g Tryptophan 0,172 EKiweifs — 
7./7. 1 g Brenztraub. 0,0824 > + 
4,/8. ; ¢ 0,060 oe 
12./7. Il. 3350 g |1 eg ; 0,0142 or... 
22./7. ITT. 1600 g | 0,5 g Tryptophan 0,029 _ o> 
28./7. 1 g Brenztraub. 0,011 _ = 

















Eine Betrachtung der Versuchsresultate zeigt als wich- 
tigstes Ergebnis, daf} in allen Fillen aus Indolbrenztrauben- 
siure Kynurensiure entstanden ist. Die Mengen der aus- 
geschiedenen Kynurenséure sind gering, sie schwanken zwi- 
schen 1,2 und 11,7°/, der theoretisch méglichen. Individuelle 
Verschiedenheiten zeigen sich sowohl in der Fiahigkeit, aus 
Tryptophan wie aus der Brenztraubenséure Kynurensiure zu 
bilden. Kaninchen I, das etwa 28°/, der theoretischen Menge 
aus Tryptophan bildet, liefert 11,7°/, bzw. 6,8°/, aus Indol- 
brenztraubensiure; im Harn von Kaninchen III, das nur 7°/, 
nach Tryptophan ausscheidet, finden sich nach der Brenz- 
traubensiure nur 1,2°/, der theoretischen Menge. Es wird 
also nur ein Bruchteil (etwa 1/,—1/,) der Menge Kynuren- 
siure ausgeschieden, die im Harn nach Tryptophan erscheint. 


2. Verhalten der «-Chinolincarbonsdure im Tierkdrper. 


Aus zwei Griinden war es von Interesse, das Verhalten 
der «-Chinolincarbonsiure zu priifen: einmal um zu sehen, ob 
die Oxydation in der 7-Stellung zum Stickstoff auch am _ be- 
reits fertig dargebotenen Chinolinring stattfindet, ferner um 
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durch einen etwaigen Ubergang in Kynurensdure ein neues 
Argument fiir die von Homer aufgestellte Kynurensiureforme| 
beizubringen. 

Es sei vorausgeschickt, daf, bevor die Homerschen 
Arbeiten erschienen waren, bereits Herr Dr. Flamand auf 
Veranlassung des einen von uns (E.) eine Versuchsreihe iibe; 
das Verhalten der $-Chinolincarbonsiure im Tierkérper an- 
gestellt hatte, die die unveranderte Ausscheidung ergab und 
deren Kinzelheiten hier nicht wiedergegeben werden sollen. 

Auch die Versuche mit o-Saure ergaben, daf eine 
Oxydation am Pyridinkern des Chinolins nicht ein- 
tritt. Die Saure wird vielmehr zum gréBeren Teil mit Gly- 
kokoll gepaart, zum kleineren unverandert ausgeschieden. 

Zur Darstellung der #-Chinolincarbonsiure wurde zuerst 
nach Débner und W. v. Miller') das Chinaldin mit Chrom- 
siure und Schwefelsiure oxydiert. Da aber so nur 2 g Siure 
aus 20 g Chinaldin gewonnen wurden, wurde spiiter nach 
Kénigs’ Methode*) gearbeitet. Durch Kondensation von Chi- 
naldin mit Formaldehyd im Einschmelzrohr wurde «-Chinolyl- 
propandio] dargestellt und diese Verbindung durch konzentrierte 
Salpetersiure zu Chinolincarbonsiure oxydiert. Nach diesem 
Vorgehen wurden 15 g «-Chinolincarbonsiure aus 20 g Chi- 
naldin gewonnen. Die Saure schmolz bei 156° C., entsprechend 
der Angabe von Kénigs. Sie gibt mit Essigsiureanhydrid 
erhitzt eine intensive Rotfirbung, wie die Kynurensiure 
(Kretschys Farbreaktion). 

Die Saure ist fiir Kaninchen ziemlich giftig. 0,5 g wurden 
als Natriumsalz einem Kaninchen von 2490 g Gewicht zwei- 
mal hintereinander im Laufe von 3 Stunden subkutan injiziert. 
Das Tier war auffallend ruhig, zeigte nach 24 Stunden intensive 
Himoglobinurie und wurde sehr matt. Am nichsten Tage 
ging es zugrunde, in der Blase fand sich noch stark blutiger 
Harn. Das Ergebnis der Sektion bestiitigte das Vorhanden- 
sein einer himorrhagischen Nephritis. 


1} Ber. d. chem. Ges. Bd. 16, S. 2472 (1888). 
*) Ebenda Bd. 32, S. 223 (1899). 
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Dem zweiten Kaninchen von 2,5 kg Gewicht wurden 
0,3 g der Saéure als Natriumsalz zweimal im Lauf von 3 Stun- 
den injiziert, das Tier entleerte eiweififreien Urin, wurde 
etwas matt, erholte sich aber nach und nach; nach 10 Tagen 
wurde ihm 1 g der Saure als Natriumsalz im Lauf von 
6 Stunden eingespritzt. Das Tier wurde ebensowenig ge- 
schadigt wie friiher, der Urin blieb auch diesmal eiweififrei; 
das Tier erholte sich schnell. In dieser Weise wurde die 
Substanz immer in kleinen Mengen mehreren Kaninchen in- 
jiziert, aber die Tiere entleerten nicht immer blut- oder eiweifi- 
freien Harn. Im ganzen wurde 6 Kaninchen je 1 g der Saéure 
injiziert, und nur 2 Kaninchen erholten sich. 


Der Harn, der 24 Stunden nach der Injektion gesammelt 
war, wurde von Kiweifi befreit, dann auf dem Wasserbad bis 
zur Trockne eingedampft und mit heiffem Alkohol mehrmals 
ausgezogen; die alkoholischen Ausziige wurden auf dem Wasser- 
bade eingedampft. Der Riickstand wurde mit 5°/,iger Schwefel- 
siure in einen kleinen Kolben hineingebracht und nach Zusatz 
von Ather stehen gelassen. Da eine nennenswerte Ausschei- 
dung wie bei Anwesenheit von Kynurensaiure nicht bemerkbar 
war, wurde die ganze Fliissigkeit in einen Scheidetrichter ge- 
bracht und mit Ather wiederholt ausgeschiittelt. Beim Ab- 
destillieren der atherischen Ausziige schieden sich feine Kri- 
stalle aus, und nach langerem Stehen wurde der Riickstand 
durchgehends kristallinisch. Die Kristalle bestanden aus kleinen 
dicken Plittchen. Die kristallinische Masse wurde mit wenig 
Ather einmal gewaschen und in kochendem Wasser gelést: 
aus der von wenig harziger Substanz abfiltrierten Lésung 
schieden sich bald etwas gefairbte Kristalle, zugespitzte schmale 
Tafelchen aus. Nach zweimaliger Umkristallisation schmolz 
die Substanz bei 188° C. Beim Erhitzen der Substanz trat 
Chinolingeruch auf. 


0,1822 g Substanz bei 105° getrocknet: 19,2 com N bei 14° u. 750 mm Hg. 
0,1387 g Substanz bei 105° getrocknet: 0,319 g CO, u. 0,0593 g H,o. 


Ber. (C,.H,,0;N.) C == 6258 H=488 N= 12,18 
Gef. (230,1) C= 62,72 H=4,78 N= 12,17. 
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Die Analysenzahlen stimmen also auf die Formel 
CH 
“ '\ CH 

, ©:CO-NH-CH, COOH, 


NG 


\ 


des «-Chinolincarbonylglykokoll. 

Die simtlichen Mutterlaugen und das atherische Filtrat 
wurden vereinigt und eingeengt, einmal mit Tierkohle ent- 
farbt und dann auf dem Wasserbade eingedampft. Der noch 
gefarbte sirupése Riickstand wurde nach dem Zusatz von 
einigen Tropfen Wasser nach mehrtiagigem Stehen kristal- 
linisch, die Menge der Kristalle betrug 0,13 g bei dem ersten 
Versuch nach Einspritzung von 1 g Séure. Der Schmelz- 
punkt der wiederholt umkristallisierten Substanz lag bei 156”. 
und sie erwies sich hierdurch wie durch die Analyse (s. u.) 
als unverinderte o-Chinolincarbonsiure. 

Die mit Ather erschdpfte urspriingliche Fliissigkeit (an- 
gesiiuertes mit Wasser aufgenommenes Extrakt) wurde filtriert 
und mit Phosphorwolframsaure gefallt, um noch geléste Siure 
zu isolieren. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mehrmals 
mit 5°/,iger Schwefelsiure gewaschen, mit Barytwasser zer- 
legt, auf freier Flamme gekocht und heif} filtriert. 

Das iiberschiissige Baryum wurde mit Schwefelsiure ge- 
nau neutralisiert, das BaSO, abfiltriert und das Filtrat zum 
Sirup eingedampft. Der mit Wasser aufgenommene Riickstand 
wurde mit Essigsiure neutralisiert und Bleiazetatlésung zu- 
gesetzt; der Niederschlag des Bleisalzes wurde abfiltriert, in 
Wasser aufgeschwemmt, mit Schwefelwasserstoff von Ble: 
befreit und das klare Filtrat vom Schwefelblei auf dem 
Wasserbad eingedampft. Bei langem Stehen schieden sich 
weifie nadelférmige Kristalle aus, die ebenfalls bei 156” 
schmolzen. So wurden noch 0,05 g der unveranderten Siure 
erhalten. 

Zur Analyse wurde die Saéure im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet. 


0,1072 g Substanz gaben N: 7,8 ccm bei 19° u. 764 mm Druck 
0,1103 g Substanz: 0,2802 g CO, u. 0,0435 H,O 


(Mo 


bo 
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(C,,H, NO.) Ber. C = 69,34 H = 4,08 HN = 310 
(Mol.-Gew.: 173,1) Gef. C = 69,20 H = 4,41 N = 8,36. 


Zusammenfassung. 


1. Nach KEinspritzung von Indolbrenztraubenséure, deren 
Synthese beschrieben wird, tritt im Harn Kynuren- 
siure auf. 

: 2, a-Chinolincarbonsiure wird teils mit Glykokoll gepaart, 
teils unveraindert vom Kaninchen ausgeschieden, sie wird 

, nicht zu Kynurensiure vom Kaninchen oxydiert. 

Der Weg vom Tryptophan zur Kynurensaure fihrt am 

wahrscheinlichsten iiber Indolbrenztraubenséure und 2- 

Aminobenzoylbrenztraubensiure. 
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Zur quantitativen Bestimmung des Selens. 
Von 


Fritz Wrede. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15, Mirz 1920.) 


Der Mangel an einem zuverlissigen und schnell ausfiihr- 
baren Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Selens in 
organischen Substanzen ist oft empfunden worden. H. Meyer‘) 
ist der Meinung, daf} es eine allgemein anwendbare genaue 
Methode tiberhaupt noch nicht gebe. 

Nach den bisher geiibten Verfahren‘) wird die Substanz 
meist mit Salpetersiure im SchieBrohr oxydiert und _ nach 
Entfernen der Salpetersiure das Selen in elementarer Form 
abgeschieden und gewogen”). Auch wird die durch Oxydation 
entstandene selenige Siure in ihr Silbersalz iibergefiihrt und 
dieses entweder direkt gewogen*) oder mafjanalytisch be- 
stimmt*), 

Die hier beschriebene Methode, die sich in wesentlichen 
Punkten an die von Pregl] fiir die Bestimmung der Schwefel- 
siure°) anlehnt, ist dadurch gekennzeichnet, dafi die Substanz 
im Rohr mit Sauerstoff unter Benutzung von Platin als Ka- 





') Hans Meyer, Analyse und Konstitutionsermittelung organischer 
Verbindungen S. 303 (1916); s. a. F. v. Konek und O. Schleifer, Ber. 
Bd. 51, S. 852 (1918). 

°) H. Bauer, Ber. Bd. 48, S. 507 (1915). 

3) Becker und Meyer, Ber. Bd. 37, 8. 2551 (1904). 

‘) Frerichs, Arch. Bd. 240, 8. 656 (1902); Chem. Zentralbl. 1903 
Bd. I, S. 418; Lyons und Shinn, Am. soc. Bd. 24, S, 1087 (1902): 
Chem. Zentralbl. 1903 Bd. I, S. 197. 

5) F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse S. 122 (1917): 
Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, herausgegeben von Abder- 
halden, Bd. 9, S. 723 (1919). 
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talysator verbrannt wird. Die entstandene selenige Siure 
wird mit n/100-Natronlauge titriert. Als Indikator ecignet 
sich Methylorange, gegen das das saure Natriumselenit neu- 
tral reagiert. 

H,SeO, + NaOH= NaHSO, + H,O (1 ccm n/100-Natroniauge 

= 0,792 mg Se). 
Versuche, mit anderen Indikatoren auf das neutrale Salz zu 
titrieren, miflangen. 

Die Methode ist auch brauchbar zur quantitativen Be- 
stimmung von Schwefel neben Selen. Der Schwefel wird 
dann zu Schwefelsiure oxydiert'), die Gesamtséure titriert, 
und danach die Schwefelsiure als Bariumsulfat gravimetrisch 
bestimmt. Der Wert fiir Selen ergibt sich aus der Differenz 
der gefundenen gesamten Siiure und der aus dem Bariumsulfat 
errechneten. Zu bemerken ist, dali bei der Verbrennung keine 
Selensiure entsteht. 

Enthalt die zu analysierende Substanz Stickstoff oder 
Halogene, so ist die Titration nicht ausfiihrbar. Die selenige 
Siure kann dann in stark salzsaurer Lésung mit Natriumsulfit 
reduziert und das Selen gravimetrisch bestimmt werden. Da 
die Fehlerquelle der alteren Methoden zum Teil darin beruht, 
dafi beim Entfernen der bei der Oxydation benutzten Salpeter- 
siure selenige Sdure sich verfliichtigt, wird man auch hier 
mit der Verbrennungsmethode genauer bestimmen kénnen. 
Nebenbei ist die Verbrennung schneller ausfiihrbar als die 
Oxydation im Bombenrohr. 

Die Methode hat weiter den Vorteil, dafi man, falls die 
selenige Saure titriert werden kann, nur recht geringe Mengen 
Substanz (20—60 mg je nach Selengehalt) anzuwenden braucht. 
Fir die meisten Bestimmungen geniigt aber das Abwiegen 
auf einer guten Analysenwage véollig, wobei allerdings die 
Zehntelmilligramme genau bestimmt werden miissen. — Eine 
Selenbestimmung durch Titration kann in 50 Minuten ausge- 
fihrt werden. 

Als Verbrennungsrohr wird ein sogen. ,,Perlenrohr“ nach 
F. Pregl!) von etwa 7 mm lichter Weite benutzt. Die Perlen 





1) F, Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse S. 107 (1917); 
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werden vor der Verbrennung mit Wasser benetzt und diene 
zum Auffangen der selenigen Séiure. Der leere Rohrteil wird 
wie bei der Schwefelbestimmung nach Pregl mit 1—2 5 em 
langen ,Sternen“ aus diinnem Platinblech beschickt. In der 
Mitte zwischen den ,Sternen“ und der Offnung des Rohres 
liegt das Schiffchen mit der Substanz. Zur Kontrolle dey 
Geschwindigkeit des Sauerstoffstromes, der direkt aus dem 
Gasometer entnommen werden kann, dient ein kleiner Blasen- 
zahler. Es sollen etwa 8—10 ccm Sauerstoff in der Minute 
eingeleitet werden. 

Das zu verwendende destillierte Wasser wird frisch aus- 
gekocht und mit Methylorange kriaftig angefirbt. Es wird 
dann mit verdiinnter Salzsiiure oder Natronlauge ein Farbton 
erzeugt, der soeben nicht mehr rein gelb ist. (Es empfiehlt 


sich, zum Vergleich der Farben — auch bei der Titration 
selbst — ein Kélbchen von etwa gleicher Gréfe mit rein 


gelber, also alkalischer Lésung bereit zu stellen.) Mit diesem 
neutralen Wasser wird eine Spritzflasche gefiillt. 

Zur Bereitung der n/100-Natronlauge verdiinnt man n/10- 
Lauge mit dem Methylorange-Wasser auf das 10fache. 

Vor dem ersten Gebrauch wird das Verbrennungsrohr mit 
Lauge und mit Siure behandelt, dann mit dem Methylorange- 
Wasser gut ausgespritzt. Das Rohr wird nicht weiter ge- 
trocknet, nachdem man iiberschiissiges Wasser durch Aus- 
blasen entfernt hat. Uber das kapillare Ende des Rohres 
stiilpt man ein Erlenmeyer-Kélbchen, in das nachher die 
selenige Siure gespiilt wird. Nach EHinfiihren der frisch aus- 
gegliihten Platinsterne und des Schiffchens wird das Rohr iiber 
den Platinsternen zur hellen Rotglut erhitzt und die Substanz 
im Sauerstoffstrom recht langsam verbrannt. Die selenige 
Sadure scheidet sich in glinzenden, weifien Kristallen am An- 
fang des Perlenrohres ab. Das Auftreten von rotem Selen 
oder von Kohle ist ein Zeichen dafiir, dafi man zu schnell 
verbrannt hat. Wenn alles verbrannt ist, laft man im Sauer- 
stoffstrom erkalten. Nach Entfernen des Schiffchens und der 


Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, herausgegeben von Abder- 
halden, Bd. 9, 8. 712 (1919). 











Zur quantitativen Bestimmung des Selens. 975 


Sterne spiilt man die selenige Saéure durch Ausspritzen mit 
Methylorange-Wasser in das Erlenmeyer-Kdélbchen, wobei 
zuletzt das Waschwasser seine Farbe behalten mufi. Hierauf 
titriert man bis zur reinen Gelbfarbung mit n/100-Natron- 
lauge (Vergleich mit der alkalischen Methylorangelésung!). 
Enthalt die Substanz neben Selen Schwefel, so benetzt 
man durch Ansaugen das Perlenrohr mit neutralem 5°/,igem 
Wasserstoffsuperoxyd (Schwefelbestimmung nach Pregl). Es 
wird dann wie sonst verbrannt und titriert, danach die 
Schwefelsiure als Bariumsulfat gefallt, nach einigen Stunden 
hei in einen kleinen Goochtiegel filtriert und gewogen. 
Die Platinsterne sind nach jeder Verbrennung zu gliihen, 
event. auch mit Kénigswasser anzudtzen, da sie durch das 
Selen oftmals einen leichten Beschlag erhalten, der offenbar 
ihre katalytische Wirkung vermindert. Entweicht aus der 
Kapillare des Verbrennungsrohres etwas weilier Rauch, so ist 
dies das Zeichen einer solchen ,,Vergiftung*. Trotz dieses 
Rauches gaben derartige Analysen aber bisher richtige Werte. 


Analysenbeispiele. 


1. Selenoisotrehalose C,, Hy. 0,9 Se. 31,5 mg : 7,75 n/100-NaOH = 19,49 Se. 
Ber. 19,54 Se. 

2. Octaacetylselenoisotrehalose C,,H,,0,,Se. 52,2 mg: 7,05 n/100-NaOH 
= 10,70 Se. Ber. 10,68 Se.; 

3. Triselenoformaldehyd (CH,Se),'). 29,82 mg : 31,4 n/100-NaOQH = 
84,82 Se. Ber. 84,98 Se. 

4, Lacton der Dipheny]-selenoxyd-di-o-carbonsiure C,, H, O,Se.?) 32,2 mg : 
10,0 n/100-NaOH = 24,60 Se. Ber. 24,81 Se. 

5. 11,98 mg Sulfonal + 62,6 mg Selenoisotrehalose : 36,1 n/100-NaOH +- 
24,4 mg BaSO,. Gef. 27,988, 19,22 Se; Ber. 28,108, 19,54 Se. 

6. 34,2 mg Selenoisotrehalose + 38,0 mg Thioisotrehalose : 29,4 n/100- 
NaOH -+- 24,5 mg BaSO,. Gef. 8,86 S, 19,45 Se; Ber. 8,95 S, 19,54 Se. 


') Dieser Kérper, der noch nicht beschrieben ist, wurde mir — 
ebenso wie der folgende — von Herrn Dr. Schoeller-Tiibingen iiber- 
lassen, wofiir ich ihm auch hier danken méchte. 

*) Lesser und Weil, Ber. Bd. 46, S. 2649 (1913); Ber. Bd. 47, 
S. 2510 u. 2515 (1914). Die Selenbestimmungen gaben dort zu hohe 
Werte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. 19 
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Zur Kenntnis der EKiweifbildung aus Harnstoff bei 
Wiederkiduern. 
Von 


E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin. 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Miirz 1920.) 


Gelegentlich einer Mitteilung iiber die Eiweifkérper der 
Faulnisbakterien') habe ich in einer Nachschrift die Versuche 
von V6éltz an wachsenden Schafen erwahnt, nach denen diese 
nur mit aufgeschlossenem Stroh, das keinen verdaulichen 
Stickstoff mehr enthialt, Zucker, Starke und Harnstoff ernihrten 
Tiere regelmifiges Wachstum und einen Ansatz von 10—20 g 
Eiweif} pro Tag zeigten. An einem Hammel von rund 30 kg 
Anfangsgewicht wurde bei einer 155 Tage umfassenden Ver- 
suchsreihe eine Gewichtszunahme auf rund 39 kg und ein 
Fleischansatz von 6,336 kg festgestellt.. Ich habe darauf auf- 
merksam gemacht, dafi} in diesen Versuchen eine ganze Reihe 
biochemischer Probleme lige, namentlich beziiglich der Her- 
kunft des zur Eiweifibildung erforderlichen Schwefels und der 
Tryptophangruppe, welche nach meinen Versuchen den in 
Leimlésung gewachsenen Bakterien fehlt. 

Die Korrektur dieses Nachtrages hatte ich Herrn Prof. 
Véltz geschickt und darauf einen Abdruck aus den Mittei- 
lungen der Landwirtschaftlichen Gesellschaft 1919 erhalten, 
der hinsichtlich des Schwefels eine unerwartete Aufklarung 
brachte. In diesem Abdruck ist mitgeteilt, daf die im Be- 
ginn des Versuchs etwa °/, Jahre alten Merino-Hammellammer 
an Salzen taglich pro Kopf erhielten: 15 g kohlensauren Kalk, 
5 g Kochsalz, 4 g Natriumphosphat, 4 g Kaliumsulfat, 1 ¢ 


*) Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 49 (1920). 
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Kaliumsulfid, 1 g Magnesiumoxyd und 0,2 g Eisenchlorid. 
Durch diese Angaben, die in der von mir benutzten Quelle‘) 
fehlten, war die Herkunft des Schwefels aufgeklart. Durch 
einen Zufall ist mir aber dieser Abdruck verspatet zugegangen, 
nachdem ich bereits Versuche iiber den Gehalt des aufge- 
schlossenen Strohs, das ich der Freundlichkeit von Herrn 
Prof. Véltz verdanke, an Sulfaten angestellt hatte. Da das 
Ergebnis immerhin ein gewisses Interesse hat, sei es hier 
mitgeteilt. 

1. 10 g lufttrockenes, durch Natronlauge nach dem Beck- 
mannschen Verfahren aufgeschlossenes Stroh wurden in der 
iiblichen Weise verascht, die Asche in verdiinnter Salzsiéure 
gelést usw., die Lésung mit Baryumchlorid gefallt. Es er- 
gaben sich 0,0455 BaSQ,. 

2. Da sich beim Auflésen der Asche in verdiinnter Salz- 
siure ein leichter Geruch nach Schwefelwasserstoff bemerk- 
bar gemacht hatte, wurde in einem zweiten Versuch dieselbe 
Quantitaét Stroh durch gelindes Erhitzen verkohlt, durch Sal- 
petermischung verbrannt usw. Ks ergaben sich 0,0447 BaSO,, 
also ein fast identischer Wert. Ich bemerke, daf} in diesem 
Falle die Salpetersiure durch 3maliges Abdampfen mit je 
100 cem Salzsiure entfernt, dann von ein wenig Kieselsidure 
abfiltriert wurde. Um einen etwaigen Gehalt der Salzsiure 
an Sulfaten kennen zu lernen, wurden 100 ccm derselben 
Salzsiiure auf dem Wasserbad verdampft, in Wasser aufge- 
nommen, die Fliissigkeit mit BaCl, versetzt. Obwohl die 
Fliissigkeit nach mehrtiigigem Stehen klar geblieben war, wurde 
doch der Versuch so zu Ende gefiihrt, als ob ein Nieder- 
schlag entstanden wire. Beim Verbrennen des trockenen Filters 
ergaben sich nur 0,2--0,3 mg Gewichtszunahme des Platin- 
tiegels. Eine Korrektur erschien mir danach_iiberfliissig. 
Sehen wir nun zu, ob der Gehalt an Schwefel in der Asche 
auch ohne Zufuhr von Kaliumsulfat und -sulfid zur Eiweifi- 
bildung ausgereicht hatte. Ich wihle dazu die Periode III 
der Versuchsreihe”), in welcher der Kiweibansatz am gréften 


") Berlin. klinische Wochenschr, Nr. 29 (1919). 
7) Ich mufi hier einen Irrtum berichtigen. In der ,,Nachschrift“ 
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war, naimlich 20,2 g den Tag. Der Hammel erhielt taglich 
625 g aufgeschlossenes Stroh, welche nach der Analyse 62,5 » 
0,0451 = 2,819 BaSO. geliefert hatten = 0,3877 g Schwefel. 
Nimmt man den Schwefelgehalt des Hiweifies zu 1,5—2,0° 
an, so wiirden die 20,2 g Hiweif} 0,313—0,404 g Schwefel 
erfordert haben. Unter der Voraussetzung, daf} der Schwefel 
der Asche vollstindig zur Ausniitzung gelangt wire, wiirde 
derselbe zur EiweiSbildung nur knapp hingereicht haben. Der 
Zusatz an Kaliumsulfat und -sulfid zum Futter war also als 
Vorsichtsmafiregel sehr zweckmiifjig, wenn er vielleicht auch 
nicht so grofi hatte zu sein brauchen. 

Etwas anders ist die Sachlage, wenn man auch den or- 
ganisch gebundenen Schwefel beriicksichtigt, der in der Asche 
ja schwerlich vollstindig als Sulfat zutage getreten sein wird. 

Zur Feststellung des Gesamtschwefels wurden 5 g aufge- 
schlossenes Stroh allmihlich in schmelzende Salpetermischung 
eingetragenusw. Es wurden erhalten 0,0364 x 2 = 0,0728 g, also 
in der Tat etwas mehr wie’ bei der Bestimmung in der Asche. 
625 g aufgeschlossenes Stroh gaben demnach 62,5 > 0,0728 =- 
4,55 BaSOs = 0,6255 g Schwefel. Da es aber sehr zweife!l- 
haft ist, wieviel von dem Schwefel zur Resorption gelangt, 
so rechtfertigt sich auch dann der Zusatz von Sulfat und 
Sulfid zum Futter. 

Wie steht es nun mit der Herkunft des Tryptophans? 
Da das Stroh beim Erhitzen mit p-Dimethylamidobenzaldehyd 
enthaltender Salzsiure an einzelnen Stellen eine griinliche bis 
blauliche Verfirbung zeigte, hielt ich es nicht fiir ausge- 
schlossen, dafs dasselbe tryptophanhaltiges Eiweif enthilt. 
Ks schien mir zweckmafig, zunichst nichtaufgeschlossenes 
Stroh zu untersuchen. 10 g desselben wurde mit 11 2°/,iger 
Kalilauge einige Zeit auf dem Wasserbad erhitzt, koliert, die 
kolierte Lésung filtriert. Die klare Lisung gab beim An- 
siuern mit Salzséure einen Niederschlag, der abfiltriert, aus- 
gewaschen, mit Alkohol und Ather entwassert und entfettet 


hatte ich angenommen, daB die ,Perioden* Einzelversuche bedeuten, in 
Wirklichkeit handelt es sich aber um einen kontinuierlichen, 155 Tage 
umfassenden Fiitterungsversuch an ein und demselben Tier. 
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wurde. Durch Verreiben der noch atherfeuchten Substanz 
in der Reibschale wurde ein hellrehfarbenes Pulver im Ge- 
wicht von 0,319 g erhalten, das beim Erhitzen auf dem Pla- 
tinblech keinen merklichen Geruch nach verbrennendem Horn 
zeigte und unter Hinterlassung von wenig Asche verglimmte. 
Eiweifi war in demselben nicht nachzuweisen, dagegen gab 
es mit Salzsiure von 1,06 D. etwa 1 Minute lang gekochi, 
alkalisiert, eine stark positive Trommersche Probe mit 
reichlicher Ausscheidung von rotem Kupferoxydul. Orcin- und 
Phloroglucinprobe verliefen negativ. Es handelte sich also 
um einen Kérper aus der Reihe der von E. Schulze so ge- 
nannten Hemicellulosen. Bei der gleichen Behandlung von 
10 g aufgeschlossenem Stroh wurde beim Ansiuern mit Salz- 
siure nur eine geringfiigige Triibung erhalten, die eine weitere 
Untersuchung ausschlofi, das Kohlehydrat war also schon bei 
der Aufschliebung mit Natronlauge in der Kialte in Lésung 
gegangen. Es fragte sich, ob das auch fiir das Xylan gilt. 
Zur Untersuchung hierauf wurde die filtrierte salzsaure Lésung 
mit Natronlauge alkalisiert, dann nach dem Verfahren, das 
ich') seinerzeit angegeben und das auch Pringsheim und 
Magnus”) benutzt haben, mit Fehlingscher Lésung versetzt 
und auf dem Wasserbad erhitzt. Dabei schied sich die alkali- 
haltige Xylankupferoxyd-Verbindung in der charakteristischen 
Form als halbgelatinédse Masse ab. Eine weitere Untersuchung 
derselben erschien mir _ tiberfliissig. Das Xylan wird also 
durch die Beckmannsche Behandlung nicht oder nicht voll- 
standig entfernt. Eine weitere Untersuchung dariiber, bis zu 
welchem Grade es durch diese Behandlung entfernt wird, so- 
wie ob iiberhaupt, lag auferhalb meines Versuchsplans. Ob 
das Erhitzen mit Kalilauge geeignet war, um vorhandenes 
Kiweif} nachzuweisen, bleibe dahingestellt, jedenfalls aber muf 
die Frage nach der Herkunft des Tryptophans einstweilen 
offen bleiben. 


") Diese Zeitschr. Bd. 34, S. 162 (1901). 
“) Pringsheim und Magnus, Diese Zeitschr. Bd. 105, 8. 184 (1919). 














Zur Frage des Wesens der Stickstoffretention 
bei Fiitterung mit Ammoniaksalzen. 
Von 
Dr. Hans Gefler, Assistent der Klinik. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Marz 1920.) 


Vor einigen Jahren konnten Grafe und Schlapfer und 
gleichzeitig Abderhalden nachweisen, dai durch Fiitterung 
von Ammoniaksalzen bei sonst stickstofffreier Kost eine er- 
hebliche Stickstoffretention zu erzielen ist. Fiir diese merk- 
wiirdige Erscheinung fehlt noch immer eine befriedigende, ex- 
perimentell gestiitzte Erklirung. Die Annahme, daf es sich 
dabei um einen vollstindigen Neuaufbau von Eiweif} unter 
Beniitzung des verfiitterten Ammoniak und der Kohlehydrat- 
gruppen handelt, mufjte aus verschiedenen Griinden aufgegeben 
werden. 

So riickte die Auffassung in den Vordergrund, defi die 
Stickstoffspeicherung zwar nicht durch Kiweifisynthese, wohl 
aber durch Zuriickdrangung des Abbaus kérpereigenen Eiweifjes 
durch das Ammoniak zu erkliren sei. EHinerseits mochte dabei 
die Verwendung des Ammoniak im intermediiren Stoffwechsel 
in Frage kommen, anderseits konnte die Eiweifersparnis durch 
Alkaliwirkung verursacht sein, was besonders Peschek auf 
Grund eigener Versuche verficht. Dieser letzten Deutung fehlen 
allerdings vorliufig die wesentlichen Grundlagen. 

SchlieBlich bestand noch die Méglichkeit, dafi der 
Stickstoff der verfiitterten Ammoniaksalze in irgendeiner un- 
bekannten, indifferenten Form im Kérper zuriickgehalten werde, 
ohne sich wesentlich aktiv am Stoffwechsel zu beteiligen. 
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Dabei besteht aber die Schwierigkeit, da in zahlreichen 
Fallen die zuriickgehaltene Stickstoffmenge aufierordentlich 
grof ist und auch in der Nachperiode, in der kein Stickstoff 
verfiittert wird, nicht zur Ausscheidung kommt, was doch bei 
einer indifferenten Ablagerung mit Wahrscheinlichkeit zu er- 
warten wire. 

Es fragt sich nun, auf welchem Weg eine Entscheidung 
dieser Fragen herbeigefiihrt werden kann. 

Es ist schon seit lingerer Zeit bekannt, dai, unter Beriick- 
sichtigung der Stickstoff- und Schwefelzufuhr, die Ausschei- 
dung des Schwefels zu der des Stickstoffs in einem bestimmten, 
in nicht sehr weiten Grenzen schwankenden Verhiltnis steht. 
Daher schien die Annahme gerechtfertigt, dafi die Verfolgung 
der Schwefelausscheidung bei stickstoffarmer Kost ein Bild 
von der Zersetzung kérpereigenen Eiweifies geben wiirde. 

Rosenberg suchte auf diesem Weg auf Veranlassung von 
Grafe die Frage zu entscheiden. Er fiitterte an reichlich, 
aber stickstofffrei ernihrte Tiere Ammoniaksalze, um zu sehen, 
ob die Stickstoffretention eine Verminderung der Schwefelaus- 
scheidung zur Folge hatte. War dies der Fall, dann war er- 
wiesen, daf} durch Fiitterung von Ammoniaksalzen eine Herab- 
setzung des Abbaus kérpereigenen Eiweifjes herbeigefiihrt 
wird. — Die angestellten Versuche fiihrten jedoch nicht zum 
Ziel, da sich herausstellte, dafi durch die reichliche Kohle- 
hydraternahrung die S-Verluste schon auf so niedrige Werte 
absanken, dafi ein deutlicher Ausschlag nicht mehr zu er- 
warten war. Bewiesen wurde durch diese Versuche nur, dafi 
der Abbau der Cystingruppe eigene Wege gehen kann und 
durch Kohlehydrate weit staérker vor der Verbrennung be- 
wahrt wird als die andern schwefelfreien Kiweifbausteine. 

Nun bot sich eine neue Méglichkeit durch die Mitteilungen 
von Taylor und Ringer sowie von Underhill, da auch 
beim Hungertier durch Ammoniakfiitterung Stickstoffretention 
zu erzielen ist. Allerdings ist die erreichbare Retention nicht 
entfernt so groB wie bei den stickstofffrei reichlich ernéhrten 
Tieren, aber immerhin ausreichend, um deutliche einwandfreie 
Ausschlige erwarten zu kénnen. | 
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Weiterhin sind in letzter Zeit umfangreiche Arbeiten er- 
schienen, die mit den zuverlissigsten Methoden Stickstoff- und 
Schwefelausscheidung wihrend langer Hungerperioden ver- 
folgen. Diese Untersuchungen hatten das schon an sich wahr- 
scheinliche Ergebnis, daf} das Verhialtnis des ausgeschiedenen 
N zum §, der Quotient N:S, auch beim Hungertier in sehr engen 
Grenzen konstant ist. Ich nenne hier die Untersuchungen von 
Benedict bei einem 31tiégigen Hungerversuch am Menschen 
und die von H. B. Lewis, der einen Hund 39 Tage hungern 
lie. Aus diesen Versuchen folgt, dai die Bestimmung der 
S-Ausscheidung im Hunger ein zuverlissiges Mali fiir die 
GréBe des Eiweifiabbaus abgeben mu, dai also Schwankungen 
im Eiweifabbau sich sofort durch eine Anderung der S-Aus- 
fuhr bemerklich machen miissen. Die von Wolf und Oster- 
berg mitgeteilten Beobachtungen iiber zeitliche Differenzen 
in der Ausscheidung von N und § bei Eiweiffiitterung kommen 
dabei als unerheblich nicht in Betracht. 

Diese Gleichmafigkeit der N- und S-Ausscheidung erklart 
sich wohl daraus, dafi wahrend der Dauer der Versuche im 
wesentlichen Eiweif} derselben Herkunft und Zusammensetzung, 
vor allem Muskeleiwei, zum Abbau kommt. Das Verhialtnis 
N:S ist beim Muskeleiweif etwa dasselbe wie beim hungernden 
Organismus. 

Die Verwendung dieser genauen Versuchsergebnisse muh bei 
geeigneter Versuchsanordnung zu einer Entscheidung dariiber 
fiihren, ob die Fiitterung von NH,-Salzen beim Hungertier den 
Eiweifiabbau zu beeinflussen vermag, denn eine Verminderung 
der Zersetzung kérpereigenen Eiweifies mu notwendigerweise 
in einer Verminderung der S-Ausfuhr zum Ausdruck kommen. 
Geht dagegen der Eiweifiabbau unverindert weiter, so wird 
auch in der S-Ausscheidung keine Anderung eintreten, da man 
eine isolierte Beeinflussung des Cystinabbaus durch NH,-Gaben 
schwer annehmen kann. 

Versuche am Hungertier bieten — abgesehen von der ver- 
einfachten Methodik — noch den wesentlichen Vorteil, daf} die 
nicht abschitzbare Ausscheidung von S mit der Galle in den 
Darm und seine Riickresorption zum grofen Teil ausgeschaltet 
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wird. Es ist sehr wohl méglich, daf} dieser ,,kleine Schwefel- 
kreislauf“ in den Versuchen von Rosenberg eine wesentliche 
stérende Rolle gespielt hat. 

Die auf Veranlassung von Grafe angestellten Versuche 
gestalteten sich wie folgt: 

Die Tiere, kleine Hunde, hungerten bis zum Eintritt gleich- 
miafiiger Stickstoffwerte. Dabei stellten sich auch die Schwefel- 
werte auf ein gleichmiafiiges Niveau ein, wie dies auch bei den 
Versuchen von Benedict und Lewis der Fall ist: Vorperiode. 
Dann bekamen sie 5—6 Tage lang eine Zulage von Ammonium- 
acetat bzw. -citrat mit einem N-Gehalt von 1 —1,5 g — Haupt- 
periode — ; hieran schlof} sich die Nachperiode von 3—4 Tagen, 
bis wieder gleichmibige Stickstoffwerte erreicht waren. 

Wahrend des ganzen Versuchs bekamen die Tiere tiaglich 
400—450 cem Ringerlésung mit Magenschlauch in 2 Portionen, 
um eine gleichmafiige und ausreichende Durchspiilung herbei- 
zufiihren. Ferner wurde tiglich zur selben Zeit die Blase mit 
Katheter entleert und gespiilt. Eine Blaseninfektion trat in 
keinem Fall ein. 

Nur mit dieser Methodik ist es méglich, eine so gleich- 
mabige Diurese und damit so gleichmafige Stickstoffwerte zu 
bekommen. 

Bestimmt wurden: der Gesamtstickstoff anfangs nach Kjel- 
dahl, spaiter mit der von Folin angegebenen Mikrokjeldahl- 
methode, die nach einiger Ubung sehr gleichmiffiige und mit 
der gewohnlichen Kjeldahlmethode vorziiglich iibereinstimmende 
Werte gab. Ferner Ammoniak nach Folin und der Gesamt- 
schwefel ebenfalls nach Folin mit der von Denis angegebenen 
Modifikation. Auch diese Methode ergab nach einiger Ubung 
zuverlissige Werte. Bei samtlichen Analysen wurden Doppel- 
bestimmungen gemacht. 

Das genaue Ergebnis der Versuche ist in Form von Ta- 
bellen angeschlossen. 

Bei Versuch I — Tabelle I — betrug die N-Ausfuhr in 
den 2 letzten Tagen der Vorperiode durchschnittlich 1,775 g 
pro die, in der Nachperiode 1,643 g. In der Hauptperiode 
stieg sie bei einer Fiitterung von insgesamt 7,062 g N = 1,177 
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pro die auf 2,829 pro die. Die Retention betrug also nur 
0,057 g N pro die = 4,8°/, der N-Zulage, ein Wert, der durch- 
aus innerhalb der Fehlergrenzen liegt. Die Schwefelwerte be- 
trugen in Vorperiode 0,157 g pro die, in der Nachperiode 
0,123 g, in der Hauptperiode 0,141 g pro die = 8,5°/, mehr, als 
dem Durchschnitt zwischen Vor- und Nachperiode entspricht. 
Am 1. Tag der Nachperiode stellte sich eine kleine Ausschwem- 
mung von N ein; der den Durchschnitt zwischen Vor- und 
Nachperiode iibersteigende Wert von N an diesem Tag wurde 
zur N-Ausfuhr der Hauptperiode hinzugezahlt. Entsprechend 
wurde bei Versuch II verfahren. 

Bei Versuch II — Tabelle If — wurde bei Fiitterung mit 
Ammoniumcitrat die starke Speicherung von 32°/, des zuge- 
fiilhrten N erzielt. Die N-Ausfuhr betrug in den 3 letzten 
Tagen der Vorperiode 2,075 g pro die, in der Nachperiode 
2,123 g. In der Hauptperiode stieg sie bei einer Fiitterung 
von 7,77 g = 1,554 g pro die auf 3,152 g pro die. Die Re- 
tention betrug daher im ganzen 2,503 g N = 0,501 g pro die 
== 32°/, des zugefiihrten Stickstoffs. Die Schwefelwerte betrugen 
in Vorperiode 0,150 g pro die, in der Nachperiode 0,180 g pro 
die; in der Hauptperiode lagen sie genau in der Mitte = 0,165 g 
pro die. 

Die Werte von Versuch III — Tabelle II] — sind: N-Aus- 
fuhr in der Vorperiode = 1,783 g pro die, in der Nachperiode 
= 1,664 g pro die; in der Hauptperiode bei einer Fiitterung 
von 7,5 g N = 1,5 g pro die betrugen sie 2,721. Die Retention 
betrug also im ganzen 2,513 g N = 0,503 g pro die = 33,5°/, 
der Zulage; fast dasselbe Ergebnis wie beim vorhergehenden 
Versuch. Die Schwefelwerte lagen bei 0,116 g pro die in der 
Vorperiode, 0,105 g pro die in der Nachperiode und in der 
Hauptperiode bei 0,110 g gleich dem Durchschnitt zwischen 
Vor- und Nachperiode. 

Die Versuche II und III, die zur Entscheidung der ge- 
stellten Frage allein herangezogen werden kénnen, da nur bei 
ihnen eine Stickstoffretention eintrat, hatten demnach das iiber- 
einstimmende Ergebnis, daf} die Retention von fast */, des zu- 
gefiihrten Stickstoffs eine nennenswerte Beeinflussung der 
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Schwefelausscheidung nicht zur Folge hat. Bei einer so er- 
heblichen Stickstoffretention miifte dies aber wohl unbedingt 
der Fall sein, wenn sie eine erhebliche eiweifiersparende Wir- 
kung hitte. Denn die Annahme, daf} auch beim hungernden 
Organismus die Cystingruppe des Eiweifies besondere Abbau- 
verhaltnisse haben kénnte, erscheint wenig wahrscheinlich. 

Das Ergebnis der angestellten Versuche laft sich dahin 
zusammenfassen, daf} die durch Fiitterung von NH,-Salzen 
beim Hungertier erreichbare starke Stickstoffretention an- 
scheinend nicht darauf beruht, dafi das Ammoniak Ko6rper- 
eiweifi vor dem Zerfall schiitzt, da ein entsprechender Riick- 
gang der Schwefelausscheidung nicht nachweisbar ist. Viel- 
mehr muf} angenommen werden, dafi beim Hungertier der 
Stickstoff im Kérper zuriickgehalten wird, ohne den Eiweifi- 
stoffwechsel wesentlich zu beeinflussen. In welcher Form diese 
Speicherung erfolgt und was aus dem gespeicherten Stickstoff 
wird, bleibt vorlaufig unentscbieden. Zu kliren ware diese 
Frage nach dem Wesen der N-Retention wohl durch die ge- 
naue Analyse eines lange Zeit mit Kohlehydraten und NH,- 
Salzen gefiitterten Tieres. — Ebensowenig lift sich iibrigens 
vorliufig sicherstellen, ob die N-Retention beim Hungertier 
und die bei sehr reichlicher Fiitterung gleicher Genese und 
gleichen Wesens sind. 
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Versuche iiber das Wesen der Anaphylaxie. 
Von 
Emil Abderhalden und Arthur Weil. 
Mit 1 Tafel. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9, Mirz 1920.) 


Trotz ungezahiter Versuche ist die Ursache der Anaphy- 
laxie und des anaphylaktischen Shockes bis heute nicht so 
aufgeklart, dafi eine bestimmte Ansicht an die Stelle zahl- 
reicher verschiedener Anschauungen treten kénnte. Auf der 
einen Seite vertritt Friedberger mit seinen Schiilern und 
Anhingern die auferordentlich bestechende Ansicht, dafi die 
Anaphylaxie bzw. der anaphylaktische Shock auf die Bildung 
eines besonderen Ké6rpers, genannt Anaphylatoxin, zuriickzu- 
fiihren sei. Er stellt sich vor, dafi nach Einspritzung von 
blutfremdem Kiweifi ein Abbau einsetzt, der zu Abbaustufen 
fiihrt, die durch ganz spezifische, eigenartige Eigenschaften aus- 
gezeichnet sind. Diese Anschauung schien eine michtige 
Stiitze durch die Entdeckung der Abwehrfermente zu erhalten, 
und der eine von uns hat sofort das Studium der Anaphylaxie 
von den erwihnten Gesichtspunkten aus aufgenommen in der 
Hoffnung, zeigen zu kénnen, dafi die Entstehung der Abwehr- 
fermente und ihre Wirkung mit der Anaphylaxie in bestimmtem 
Zusammenhang stehen’). Die betreffenden, vielfach wieder- 


') Vgl. die Literatur bei Emil Abderhalden, Abwehrfermente. 
4. Auflage. J. Springer (1914). — Vgl. insbesondere Emil Abderhal- 
den, Diese Zeitschr. Bd. 82, 8. 109 (1912). 
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holten Untersuchungen ergaben jedoch keinen Anhaltspunkt 
fiir die Entstehung des Shockes. Es zeigte sich, dafi bereits 
am 2. bis 3. Tage nach der Einspritzung des Kiweifies Ab- 
wehrfermente im Blute anzutreffen sind, und trotzdem kommt 
es bei der Reinjektion derselben Eiweifart, wie sie zur Vor- 
behandlung benutzt worden war, nicht zur Erscheinung des 
Shockes. Der Gehalt des Blutes an Abwehrfermenten wurde 
verfolgt bis zu dem Tage, an dem der Shock sich auslésen 
lief}. Es zeigte sich kein bemerkenswerter Unterschied im 
Abbauvermégen des Blutserums wahrend dieser ganzen Zeit. 
Selbstverstindlich spricht dieser ganze Befund nicht unmittel- 
bar gegen die Anschauung von Friedberger. Es konnte 
nur der Schluf} gezogen werden, daf eine Stiitze fiir die An- 
nahme von Friedberger aus den erwahnten Beobachtungen 
nicht gezogen werden kann. 


Eine andere Ansicht vertritt Doérr. [hm hat sich in 
neuerer Zeit Paul Schmidt’) angeschlossen. Diese Forscher 
sind der Ansicht, daf} die eigenartigen Erscheinungen, die der 
Reinjektion des blutfremden Eiweiles folgen, auf physikalischen 
Zustandsainderungen von kolloiden Produkten des Blutplasmas 
beruhen. Sie sollen auch die Ursache der in den Blutkapillaren 
festgestellten Gerinnungserscheinungen sein. Auch diese An- 
nahme vermag uns jedoch nicht zu erkliren, weshalb erst 
nach einer bestimmten Zeit der Zustand des Shockes ausgelést 
werden kann. Es ist nicht unsere Absicht, auf das so aufer- 
ordentlich mannigfaltige Forschungsgebiet der Anaphylaxie 
hier einzugehen. Es liegen eine grofje Anzahl der verschie- 
densten Beobachtungen vor, die zeigen, daf} das ganze Problem 
vielfach gar zu einseitig betrachtet worden ist. Die Auslésung 
des Shockes kann durch allerlei Mafnahmen verhindert wer- 
den. Schon dieser Umstand zeigt, daf} es sich nicht nur um 
die Bildung eines bestimmten Stoffes handeln kann, vielmehr 


') P,Schmidt, Archiv f. Hygiene u. Infektionskr. Bd,83, 8.89 (1916); 
P., Schmidt und W. Schiirmann ebenda Bd. 86, S. 195 (1919), — 
Vgl. zum ganzen Problem auch Hermann Dold, Archiv f. Hygiene 
Bd. 89 S. 101 (1919). 
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miissen noch andere Bedingungen erfiillt sein, um die schweren 
Erscheinungen des Shockes herbeizufiihren. Es ist selbstver- 
stindlich nicht ausgeschlossen, daf} chemische und physikalisch- 
chemische Momente zusammenwirken. Besonders bedeutungs- 
voll ist die Beobachtung von Paul Schmidt), wonach die 
Méglichkeit besteht, auch dann die typische Erscheinung des 
Shockes hervorzurufen, wenn nicht Eiweifi, sondern vollstandig 
eiweibfreie Starke in die Blutbahn eingefiihrt wird. Es besteht 
nimlich auch hier die Méglichkeit der Bildung eines Abbau- 
produktes, das seinerseits wieder auf den Zustand von kolloiden 
Substanzen im Blut einwirken kénnte. Es mu aber auch 
die Méglichkeit zugegeben werden, dafi eine direkte Zustands- 
inderung durch die reinjizierte Stirke statt hat. 

Wir stellten uns folgende Aufgabe: Es sollte eine 
Aminosiurekette durch immer weitere Anlagerung 
eines neuen Hiweifibausteines vergréfert werden. 
Wir bezweckten damit die Herstellung immer héher 
molekularer Polypeptide von ganz bestimmter Struk- 
tur. Wir begannen unsere Versuche mit der Amino- 
siure Glykokoll und bauten mit diesem Bausteine die 
Polypeptide Glycyl-glycin, Diglycyl-glycin, Trigly- 
cyl-glycin, Tetra-, Penta-, Hexa- und Heptaglycyl- 
glycin auf. Die Fragestellung war die folgende: Gelingt 
es, mit einem dieser Produkte Anaphylaxie und spe- 
ziell den Shockzustand hervorzurufen? 

Unsere Absicht war, sobald nach der Injektion und der 
Reinjektion eines bestimmten Polypeptides der Shockzustand 
auftrat, festzustellen, in welchem Zustand das betreffende 
Produkt im Blutplasma vorhanden war. Ferner beabsich- 
tigten wir, ganz genaue physikalisch-chemische Studien iiber 
das Verhalten des betreffenden Produktes zu den Plasma- 
eiweiikérpern und auch den Blutkérperchen zu machen, um 
mit allen Methoden der physikalisch-chemischen Technik heraus- 
zufinden, welcher Art der Kinflufi des betreffenden Polypep- 
tides auf den Gesamtinhalt des Blutes war. Der eine von 


") Siehe die Anmerkung auf voriger Seite. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. 20 
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uns') hat bereits friiher mit hochmolekularen Polypeptiden 
vorliufige Versuche dieser Art durchgefiihrt. Das Ergebnis 
war kein ganz eindeutiges. Aus Mangel an Material konnten 
die Versuche damals nicht wiederholt werden. 

Was die Versuchstechnik anbetrifft, so sei erwahnt, dafi 
wir die einzelnen Produkte in Dosen von 0,1 g subkutan 
oder intraperitoneal zugefiihrt haben. Die intravenése In- 
jektion ist zu derartigen Versuchen nicht geeignet, weil die 
Méglichkeit physikalischer Zustandsinderungen im Blut und da- 
durch bedingte Thrombenbildung in den feinsten Kapillaren 
vorliegt. Nur das bei der erwéhnten Art der Zufihrung ein- 
tretende klassische Bild des Shockzustandes mit Temperatur- 
sturz und Lungenblaihung darf als Anaphylaxie angesprochen 
werden. 

Nach der erwahnten Ver6ffentlichung iiber den Plan, in 
systematischer Weise die Méglichkeit der Erzeugung von 
Anaphylaxie durch peritoneale Einfithrung von Polypeptiden 
von bekannter Zusammensetzung und Struktur zu untersuchen, 
hat Zunz*) in der gleichen Richtung Versuche angestellt. 
Wir konnten leider seine Versuchsanordnung nicht einsehen, 
weil die Zeitschrift, in der er seine Arbeit mitgeteilt hat, 
uns trotz aller Bemiihungen nicht zuginglich war. Er gibt 
an, daf} schon nach Einspritzung von Triglycyl-glycin anaphy- 
laxieihnliche Erscheinungen aufgetreten seien. Wir fanden 
hingegen bei der Einspritzung aller Polypeptide bis herauf 
zum QOctapeptid, abgesehen von geringer Temperaturschwan- 
kung (0,8 —1,3°), keine Erscheinungen, die an den anaphylak- 
tischen Shock erinnerten. Die Reinjektion wurde jedesmal 
nach 20 Tagen vorgenommen, und zwar wurden Mengen von 
0,006—0,1 g Polypeptid zugefiihrt. 

Interessanterweise beobachteten wir, dafi vom Hepta- 
peptid an nach der ersten Injektion eine charakteristische 
Hauterkrankung eintrat, die wir mit demselben Praparat im- 
mer wieder an derselben Stelle hervorrufen konnten. Drei 


') Abderhalden, Diese Zeitschr. Bd. 81, 8. 315 (1912). 
2) Journal de Physiolog. et de Pathol. géner. Bd. 18, 8S. 449 (1918). 
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Tage nach der intraperitonealen Injektion von 0,1 g Hexa- 
elycyl-glycin begann sich die Haut zu beiden Seiten der 
Wirbelsiule in der Héhe der Kreuzwirbel stark zu roten, 
gegen die Umgebung zu erwarmen und Haarausfall zu zeigen. 
Nach weiteren 2 Tagen hatte die Epidermis sich in trockenen 
Borken abzulésen begonnen; unter den Schorfbildungen sah 
man einzelne dunkelrote nekrotische Herde. Die Erkrankung 
trat symmetrisch zu beiden Seiten der Wirbelsiule auf, und 
zwar in zwei parallelen Streifen von 4—5 em Linge und 
2,5—3 cm Breite (Tafel 1). Das Kérpergewicht nahm 
im Vergleich zu den Kontrolltieren um etwa 15°/, im Durch- 
schnitt ab. Nach etwa 4 Wochen waren die Borken abge- 
stofiien; die Haut an der erkrankten Stelle war haarlos und 
mit einem mattseideglanzenden Hautchen bedeckt, in das ein- 
zelne dunkelrote Flecke von Erbsengréfie eingelagert waren 
(Tafel 2). Nach weiteren 2-8 Wochen begann wieder 
die Haarbildung die kahlen Stellen zu bedecken (Tafel 8). 
Mikroskopische Hautschnitte, die 8 Tage nach der Injektion 
angeferiizt waren, zeiyten, dal} an den erkrankien Stellen die 
Kpidermis in der fubersten Schicht, dem Stratum corneum, 
verschwunden und das Bindegewebe des Coriums im Vergleich 
zu normalen Préparaten vermehrt war. 

Diese eigenaitige, eng umschriebene Hauterkrankung kann 
als eine voriibergehende Ernihrungsstérung gedeutet werden, 
die durch Verinderungen im kapillaren Kreislauf an den er- 
krankten Siellen bedingt ist. Der Angriffspunkt fir die 
toxische Wirkung des Polypeptides mufi innerhalb der Bauch- 
héhle gelegen sein, da die subkutane Injektion keine Verinde- 
rungen bewirkt. In Analogie mit besser studierten Verhalt- 
nissen am menschlichen Kérper kann man annehmen, dafi 
auch beim Meerschweinchen das in Frage kommende Haut- 
gebiet durch die Rami sacrales der Arteria sacralis media 
versorgt wird. Diese beiden paarigen Aste werden von Nerven 
innerviert, die von den Bauchgeflechten des Sympathicus aus- 
gehen. Es besteht die Méglichkeit, dafi bei intraperitonealer 
Injektion eine direkte Schadigung dieser Zentren durch das 
Heptapeptid erfolgt ist. Unerklart bleibt allerdings, weshalb 











994 Emil Abderhalden und Arthur Weil, 


nicht auch andere Gefifigebiete, z. B. die des Darmkanals, in 
Mitleidenschaft gezogen worden sind. 

Hollande beschreibt nach intraperitonealer Injektion 
von Glykokollkupfer anaphylaktische Erscheinungen bei Meer- 
schweinchen. Sie gingen nach der dritten oder vierten Injektion 
im Shock zugrunde, wiahrend bei intrakardialer Einspritzung 
keine Schidigungen auftraten'). Daf} es sich hierbei nicht, wie 
er annimmt, um toxische Wirkungen, die durch mehr als eine 
Aminogruppe im Molekiil bedingt sind, handelt, sondern um 
charakteristische Kupfervergiftungen, konnten wir durch die 
intraperitoneale Injektion von Glykokollkupfer und Kupfer- 
acetat in Mengen, die 3,1 mg Kupfer enthielten, beweisen. 
11,4 mg Glykokollkupfer einem Meerschweinchen von 623 g 
und 9,9 mg Kupferacetat einem Tiere von 638 g Gewicht 
intraperitoneal injiziert, riefen die gleichen Erscheinungen 
hervor: Etwa 5 Minuten nach der Kinspritzung zeigen die 
Tiere leichte Unruhe; es treten starke klonische Krimpfe 
der Rumpfmuskulatur auf, die etwa 20 Minuten andauern 
und von einem Stadium der Erschépfung gefolgt werden; 
unter zunehmender Atemnot tritt nach 4 Stunden der Tod 
ein. Die K6érpertemperatur ist nach 1 Stunde um 4,5° ge- 
sunken und betragt vor dem Exitus nur noch 31°—382°. Die 
Sektion ergab in beiden Fallen starke Hyperimie des Bauch- 
felles und der Diarme, die aufgetrieben sind; die Lungen sind 
nicht retrahiert, dagegen hepatisiert. Das Volumen betraigt im 
ersten Falle 12 ccm, nach Kupferacetat 11 ccm gegen 8—9 ccm 
bei einem normalen Meerschweinchen. 


Experimenteller Teil. 
1. Darstellung der Glykokoll enthaltenden Polypeptide. 


Die Derivate der Glycylreihe sind bis zum Hexapeptid 
bereits von Emil Fischer und seinen Mitarbeitern darge- 
stellt worden. Abweichend von den angefiihrten Methoden?) 


1) U. r. de biologie Bd. 81, S. 58 (1918); vgl. Chem. Zentralbl. Bd. I, 
S. 250 (1919). 


*) Vgl. Untersuchungen iiber Aminosiuren, Polypeptide und Pro- 
teine. Berlin 1906. 






































Versuche tiber das Wesen der Anaphylaxie. 295 


stellten wir das Pentaglycyl-glycin nicht aus dem Diglycyl- 
glycin-methylester durch Erhitzen auf 100° dar, sondern aus 
dem Pentapeptid durch Anlagerung von Chloracetylchlorid. — 
Als Ausgangsmaterial benutzten wir Monochloressigsiure, aus 
dem wir Glykokollesterchlorhydrat in gréferen Mengen nach 
der folgenden Methode gewannen: 


Glykokollesterchlorhydrat. 


100 g Monochloressigséure in 400 cem Wasser gelést 
tropfen allmahlich unter Riihren und stetem LEiszusatz in 
11/4 Liter 25°/,iges Ammoniak; die Lésung wird 8 Tage bei 
Zimmertemperatur und hellem Tageslicht aufbewahrt. Hierauf 
wird sie im Vakuum auf etwa 500 ccm eingeengt und in einem 
Emailletopf zum Sieden erhitzt, dann so lange Calciumoxyd hin- 
zugesetzt, bis die stiirmische Ammoniakentwicklung aufhért, 
hierauf Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure bis keine Fallung 
mehr eintritt, Einengen des Filtrats im Vakuum bis zur 
Trockne, Einleiten von trockenem Salzsiuregas unter Zusatz 
von 500 cem absolutem Alkohol. Wieder bei 30° im Vakuum 
zur Trockne einengen und die Veresterung mit 300 ccm unter 
schnellem Einleiten von HCl wiederholen; nach dem Absaugen 
der noch heifien Lésung von dem Riickstande fallt in der 
Kalte das Glykokollesterchlorhydrat aus. Ausbeute etwa 
30—35°/, der Theorie. 

Aus dem Glykokollesterchlorhydrat wurde Glycinanhydrid 
durch Auflésen in wenig Wasser und Zusatz von 33°/,iger 
Natronlauge unter Turbinieren und starker Kiihlung im Kalte- 
gemisch gewonnen. — Die Verarbeitung zu Diglycyl-glycin 
geschah nach den schon friiher gegebenen Vorschriften’). 

Bei der Darstellung des Triglycyl-glycins wichen wir von 
der Fischerschen Methode ab, indem wir das Choracetyl- 
diglycyl-glycin nicht bei 100°, sondern bei Zimmertemperatur 
aminierten, wobei wir mit der 10fachen Menge in Eis ge- 
sittigtem Ammoniakwasser in Druckflaschen 5 Tage lang auf- 
bewahrten. Nach dieser Zeit waren etwa 80°/, des gesamten 





") E. Abderhalden und A. Fodor, Ber. d. deutsch. chem. Ge- 
sellsch. Bd. 49, S. 561 (1916). 
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Chlors abgespalten. —- Die Ausbeute an reinem Tetrapeptid 
betragt nach dieser Methode etwa 60°/, der Theorie, wenn 
man nicht mit Alkohol fallt, sondern das Polypeptid durch 
Kinengen der ammoniakalischen Lésung im Vakuum gewinnt. 
Das hierbei erhaltene Produkt ist beim Trocknen im Vakuum- 
exikkator iiber Schwefelsiure leicht wasserfrei zu erhalten 
und behadlt keine 2-5°/, Wasser zuriick, wie es Fischer 
beschreibt '). 


Dieselbe Methode wurde bei der Darstellung der folgen- 
den Glieder angewandt; vom Chloracetyltriglycyl-glycin an ist 
es hierbei nétig, zunaichst nach dem Zusatz des Ammoniaks 
24 Stunden auf 57° zu erwirmen. —- Die maximal abgespaltene 
Menge Cl nimmt bei den héheren Gliedern immer mehr ab; 
bei der Darstellung des Pentapeptides betriigi sie etwa 60°/, 
der Theorie, beim Hexapeptid 40°/,, beim Heptapeptid 20°/,, 
beim Oktapeptid ca. 15°/,. Es ist bis jetzt nicht gegliickt, 
aus den Mutterlaugen der beim KEinengen ausgefallenen Poly- 
peptide weitere Chloracetylierungsprodukte zu gewinnen; sie 
stellen neue, leicht wasserlésliche Verbindungen dar. — Da die 
Léshichkeit mit der Lange der Kette stark abnimmt, wird die 
Reinigung durch einfaches Umkristallisieren aus Wasser immer 
mehr erschwert. Wir muften sie schlieflich durch Auflésen 
in Ammoniak oder verdiinnter Natronlauge und Neutralisieren 
mit verdiinnter Saéiure bewerkstelligen. — Die physikalischen 
Konstanten der dargesteilten Verbindungen sind in einer Ta- 
belle (S. 9) zusammengestellt. 

Als analytische Belege fiir die neuen Polypeptide fihren 
wir an: 

1. Pentagiycyl-glycin: 0,0717 g Substanz geben 0,1053 g CO, und 0,0388 g 
H, 0. 0,1026 g Substanz verbrauchen 16,8 ccm n/l0 H,SQ,. 
Ber. ftir C,,H..N,O, : C:39,989/, H:5,61°/, N: 23,34, 
Gef.: ©:40,12°/, H:6,06%, N:22,95%,. 
2. Heptapeptid: 0,1556 g Substanz geben 0,2268 g CO, O und 0,0801 g H,0. 
Ber. fiir C,,H,,N, O,: C: 40,269), H:5,56°/,, 
Gef: ©:39,75%, H:h,76%, 





') loc. S. 358. 
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PRs NE ee 








F (unkorr.) Léslichkeit in Wasser 
Substanz Bréiunung | Zersetzung af a 
Beginn gegen 1 Teil in 

Diglycyl-glycin . . 215 240 20 | leicht 
Triglycyl-glycin . . 220 | 270') 50 4 
Tetraglycyl-glycin . 252 270 700 60 
Pentaglycyl-glycin . 258 | 280 2000 200 
Hexaglycyl-glycin . 220 *) 285 a _ 








2. Anaphylaxie-Versuche. 


Zur intraperitonealen Injektion wurden die Polypeptide in 
der berechneten n/5—n/10-Natronlauge aufgelést, wieder mit 
der aiquinormalen Menge Schwefelsiure neutralisiert und mit 
einer gut ausgekochten 2 ccem-Spritze langsam eingespritzt. — 
Das Hexa- und Heptapeptid fielen beim Neutralisieren der 
alkalischen Lésung als gelatinése Masse aus und wurden mit 
2—%3 ccm Wasser wieder verrieben. 

') Die Glycylderivate zeigen keine charakteristischen Schmelz- oder 
Zersetzungspunkte. Die Braiunung beginnt unscharf nach leichter Gelb- 
firbung; es tritt dann allmahlich dunklere Farbung ohne deutliche Zer- 
setzung ein. Die Zahlen der zweiten Spalte bedeuten daher maximale 
Schwarzfirbung. 

" Beginnende Gelbfarbung. 
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